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ASPECTOS MORFOLOGICOS DE LA ESPERMIOGENESIS TIPICA DE MUREX
BRANDARIS

MORPHOLOGICAL FEATURES IN THE MUREX BRANDARIS TYPICAL SPERMIOGENESIS

M.J. AMOR y M. DURFORT ()

RESUMEN

En la espermiogénesis tipica de Murex brandaris el nucleo, inicialmente redondeado, y con
un patrén de cromatina granular, se alarga progresivamente y la cromatina adquiere una tipi-
ca disposicion laminar.

El ntcleo inicia una rotacion sobre su eje principal, que provoca, por contacto, la fusién de
las laminas de cromatina cuiminando el proceso en un nucleo alargado y altamente electro-
denso.

El centriolo, ubicado en la base nuclear, cercano al condrioma y al complejo de Golgi, ori-
gina un axonema que asciende a través de un canal que surca el nucleo hasta su apice.

El condrioma, formado en los primeros estadios por mitocondrias aisladas, se fusiona ori-
ginando unas bandas que se disponen helicoidalmente alrededor del axonema, dando lugar
a la pieza media del espermatozoide.

El complejo de Golgi, con posicién basal al inicio del proceso, origina un proacrosoma que
asciende hasta el apice nuclear, formando alli el acrosoma definitivo.

ABSTRACT

In the early stages of the Murex brandaris typical spermiogenesis the nucleus, round sha-
ped, shows a granular chromatin pattern. Then, it elongates while the chromatin becomes la-
mellar. At the end of the spermiogenic process the nucleus twists around its principal axis
and the chromatin plates condense, which results in an elongate and highly electrondense
nucleus.

The centriole, placed at the nuclear base, originates the axoneme, which moves up inside a
nuclear canal, and runs through the nucleus to its apex.

The chondriome, made by single mitochondria in the early stages, fuses together origina-
ting at least three mitochondrial bands which are arranged helically around the axoneme.

The Golgi body, originates a proacrosomal body which moving to the nuclear apex, makes
the acrosome of the mature spermatozoa.

Palabras clave: Neogasterépodos, Espermiogénesis, Espermatozoide tipico.
Key words: Neogastropods, Spermiogenesis, Typical spermatozoon.

INTRODUCCION critos en otros tipos celulares (Bacceti y Afzelius,

1976), siendo la espermiogénesis la etapa que re-

El proceso espermatogénico implica una secuen- gistra mayor nimero de transformaciones, aunque

cia de cambios morfoldgicos y bioquimicos que los mecanismos de regulacion de dicho proceso no
tienen escaso paralelismo con los observados y des- son del todo conocidos (Yasuzumi, 1974).

(*) Departamento de Bioquimica y Fisiologia. Unidad de Biologia Celular. Facultad de Biologia. Universidad de
Barcelona. Avda. Diagonal 647, 08028 Barcelona. T: 330 88 51. Ext. 228-181.
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Fig. 1. Espermdtida en el inicio de la Fase II. Obsérvese la disposicion perinuclear de la comatina asi
como la ubicacién de algunas mitocondrias (m) situadas todavia en la zona apical del niicleo (n). 15.045x.

Fig. 2. Espermidtida en la Fase Il mostrando la disposicion periférica de la cromatina asi como un acimulo
de la misma en la base nuclear (asterisco). Las mitocondrias, (m),ocupan posicién basal, y el axonema
recién formado (a) se sitia en el canal intranuclear. 23.323x

Fig. 3. Tipica disposicién de los orgdnulos celulares en la Fase II de la espermiogénesis. Obsérvese el
nicleo (n) invaginado con un acimulo de cromatina en su base (asterisco), asf como la forma de herradura
del canal intranuclear. En esta zona pueden observarse el axonema(a), el condrioma (m), y el Complejo de
Golgi (g). Obsérvese la presencia de un puente intercelular (asterisco). 23.614x.

Fig. 4. Dictiosoma (g) en la fase inicial de la formacién del acrosoma. Obsérvese una vesicula densa
(flecha), posiblemente procedente del cuerpo multivesicular formado en estadios anteriores, e intimamente
unida a ella, una vesicula clara (asterisco). 29.400x.

Fig. 5. La vesicula clara de la imagen anterior (asterisco) se ha llenado de material electrodenso,
apareciendo ahora unida a la vesicula que en la fase anterior ya estaba formada (flecha). Esta vesicula es
probablemente la precursora del proacrosoma, asi como la de menor tamafo lo es del perforatorium.

Préximo a ambas todavia se visualiza un dictiosoma (g). 37.750x.

Las células resultantes, es decir, los esper-
matozoides, basicamente, y atendiendo a su
morfologia, se han clasificado tradicionalmen-
te en espermatozoides de tipo primitivo y es-
permatozoides de tipo modificado, presentan-
do estos ultimos acusadas diferencias respecto
al tipo primitivo. La formacién de ambos tipos
de espermatozoides puede coexistir en un mis-
mo grupo zooldgico.

Los Gasterépodos filogenéticamente mas
evolucionados (Meso y Neogaster6podos),
ademds de poseer la linea germinal fecundante
denominada eupirena, tienen otra linea no fe-
cundante en que la cromatina nuclear de sus
espermatozoides presenta una degeneracion
parcial (espermatozoides oligopirenos) o de-
generacion total (espermatozoides apirenos),
denominada linea atipica, pseudoespermaética
o paraspermdtica. El significado biolégico y
funcional de esta linea celular ha sido amplia-
mente discutido sin estar todavia clarificado
su papel, siéndole asignadas en la actualidad
bdsicamente dos funciones: la nutricia
(Dembski, 1968, Buckland Nicks y Chia,
1976) y la transportadora (Anderson y
Personne, 1976, Buckland NIcks er al., 1982),
pudiéndose dar ambas a la vez (Bulnheim,
1962, Melone et al., 1980). Murex brandaris
Neogasterépodo, posee ambas lineas germina-
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les, siendo la linea atipica de tipo apireno, y la
linea tipica de tipo modificado.

Algunos aspectos de la espermiogénesis tipi-
ca, serdn considerados en el presente trabajo.

MATERIALES Y METODOS

Extraidos por diseccién testiculos de varios
ejemplares de Murex brandaris procedentes
de la costa mediterranea, fueron sometidos a
los siguientes procesos:

Microscopia 6ptica: A fin de detectar el gra-
do de madurez del individuo, se procedi6 a
efectuar extensiones de testiculo, que fueron
observadas bajo microscopia de contraste de
fases, tifiéndose posteriormente con la técnica
Diff-Quick (Durfort, 1978).

Asimismo, pequefios fragmentos de la mis-
ma, se procesaron para la confeccién de blo-
ques de parafina, siendo tefiidos con las técni-
cas de hematoxilina-eosina, Mallory y hema-
toxilina férrica-picrofucsina.

Microscopia electrénica: Fragmentos de go-
nada de 1mm®2 fueron sometidos a la técnica
rutinaria de doble fijacién con glutaraldehido-
paraformaldehido al 2,5% tamponado a pH
7,2-7,4, y tetréxido de osmio al 1-2% en solu-
cién tampon, siendo posteriormente incluidos
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Fig. 6. Espermatida en la Fase III. Puede apreciarse el cambio de patrén de distribucion de la cromatina,
apareciendo ahora con estructura filamentosa U Wy repartida uniformemente por el carioplasma. Obsérvese
el incremento en longitud del canal intranuclear, asi como la presencia de unas vesiculas en su interior
(asterisco). Se observa la zona basal del axonema(a) rodeada de mitocondrias (m) que ain no han iniciado
su fusién 25.200x.

Fig. 7. Estadios finales de la Fase III. Obsérvese el incremento en longitud del canal intranuclear, asi
como la ascensién del axonema (a) por el mismo. 22.312x

Fig. 8.a: Espermdtida Fase IV. Obsérvese el gran alargamiento nuclear, la posicién apical del acrosoma
joven cortado transversalmente, (flecha), asi como la superficie dentada del mismo. En su interior se
intuye un esbozo de perforatorium, e iniciando un descenso, un cuerpo multivesicular (asterisco) 23.887x.
b: Seccién longitudinal del acrosoma en esta fase donde se aprecia su forma ovalada. 10.499x.

Fig. 9. Corte longitudinal de una espermdtida en las postrimerias de la Fase IV a nivel del niicleo (n) y de
la pieza media (pm). Obsérvese el incremento de rotacién de las ldminas cromatinicas, asi como el
engrosamiento de las mismas. En la pieza media se aprecian perpendicularmente al axonema, pequeiias

crestas mitocondriales (flecha). 28.088x

en plastico, procediéndose a la técnica rutina-
ria de la obtencién de cortes semifinos tefiidos
con azul de metileno 1% bérax a fin de selec-
cionar la zona a cortar.

Los cortes, de unos 300A de grosor, se reco-
gieron en rejillas de cobre y se contrastaron,
como es habitual, con acetato de uranilo se-
guido de citrato de plomo. En técnicas espe-
ciales como la de Erenpreisa (1981) destinada
a detectar el ADN, los cortes fueron recogidos
en rejillas de oro.

En todos los casos, las observaciones se rea-
lizaron en un microscopio Philips 200 o
Philips 301, del Servicio de Microscopia
Electrénica de la Universidad de Barcelona.

RESULTADOS Y DISCUSION

Debido a la complejidad que comporta la
espermiogénesis, y atendiendo a los cambios
ultraestructurales que adopta el niicleo de las
espermdtidas, diferenciaremos las siguientes
etapas:

Fase I: Nicleo recién formado

Fase II: Disposicion periférica de la cromatina
e inicio de formacion del canal axonemati-
co.

Fase III: Disposicion fibrilar de la cromatina.

Fase IV: Asociacion de la cromatina en lami-
nas y elongacién nuclear.

Fase V: Condensacién final (total) de la cro-
matina y formacion del espermatozoide ma-
duro.

Nucleogénesis

El niicleo recién formado (Fase I), presenta
la cromatina distribuida uniformemente por el
nucleoplasma, apareciendo en algunos casos
restos de cromatina condensada. Su tamafio se
ha reducido a la mitad del valor que presenta-
ba en fases anteriores, no superando en ningin
caso valores superiores a 3 pm de didmetro,
recordando las imigenes dadas ya en micros-
copia 6ptica por Schitz (1920), en Aporrhais,
Ceritium, Turritella, Bittium, y Murex truncu-
lus, y CAPUIS (1941-42) en Murex trunculus
y Murex brandaris, asi como las imdgenes ul-
traestructurales de los trabajos de Yasuzumi y
Tanaka (1958), en Cipangopaludina malleata
Buckland Nicks y Chia (1976) y Buckland
Nicks er al., (1983) en Littorina y Fusitriton
oregonensis respectivamente.

Al final de estas fases, la cromatina tiende a
adoptar una distribucién periférica, que se en-
cuentra totalmente consolidada en la Fase II.
(Figs. 1,2, 3, 19).

Esta distribucién periférica no es uniforme,
sino que tiene tendencia a acumularse en la
base nuclear, en las proximidades del
Complejo de Golgi, el centriolo y gran parte
del condrioma, siendo en este polo donde se
forma una invaginaciéon que dard lugar a un
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Fig. 10. Corte transversal de espermdtidas en la Fase IV a nivel de los nicleos (n),y de la pieza media
(pm). Puede apreciarse la rotacion de la cromatina alrededor del axonema que presenta la formula 9+2, y
en la pieza media, los septos debidos a la rotacion de la pieza media. Obsérvese la presencia de pequefias
crestas dispuestas perpendicularmente al axonema (flecha). 18.500x

Fig. 11. Corte transversal de una espermadtida en los primeros estadios de la condensacién final de la
cromatina. Obsérvese la presencia de pequefios puntos de condensacién intermedios asi como pequefias
bandas en la periferia y en las proximidades del axonema. Se observa un pequefio cuerpo multivesicular
con restos de cisternas golgianas (asterisco) y el extremo de un puente intercelular. 19.005x

Fig. 12. Detalle de la implantacion del axonema (a) en el dpice del niicleo de una espermitida en la Fase
IV. 36.750x

Fig. 13. Ultimos estadios de la total condensacion cromatinica. Obsérvese la gran electrodensidad nuclear
de la zona condensada, quedando sélo pequeiios espacios donde ésta no ha tenido lugar, no observandose
ya puentes intercelulares. 36.500x

Fig. 14. Panoramica de las ultimas fases de la espermiogénesis poniendo de manifiesto espermétidas donde
atn quedan dreas sin condensar (1), espermdtidas donde las zonas no condensadas corresponden a pequefios
puntos (2), y espermatozoides (e),donde el niicleo es totalmente electrodenso. Obsérvese la condensacion
de la cromatina en forma de circunferencias concéntricas semejantes a la vaina de mielina (asterisco) y la

presencia de un acrosoma (a) cortado transversalmente. Técnica de ERENPREISA. 44.800x

canal intranuclear por donde ascenderd poste-
riormente el axonema.

Dicho canal tiene forma de herradura ocu-
pando 1/3 del didmetro nuclear. (Figs. 2, 3,
19).

La distribucién periférica de la cromatina en
las primeras fases de la espermiogénesis ha
sido también descrita en otros Prosobranquios
por Schitz (1920), Rousset Galangau (1969),
Walker (1969), Buckland Nicks y Chia (1976)
y Buckland Nicks et al., (1983).

En el inicio de esta etapa, puede todavia
aprecirse la presencia de un nucléolo que deja-
rd de visualizarse al final de la misma.

En la Fase IlI, la cromatina pierde su dispo-
sicion periférica (Figs. 6, 7, 19) condensdndo-
se en fibras que progresivamente se engruesan
debido posiblemente a la aposicion de otras
contiguas repartiéndose uniformemente por
todo el carioplasma de manera similar a las
imagenes obtenidas por Walker (1969, 1971) y
Walker y McGregor (1974) en varios grupos
de Prosobranquios, Rousset Galangau (1969)
en Columbella rustica y Murex trunculus,
Buckland Nicks y Chia (1976) y Buckland
Nicks et al., (1983) en Littorina y Fusitriton
oregonensis respectivamente.
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Aunque inicialmente el niicleo es redondea-
do y presenta caracteristicas similares a la
Fase 1I, conforme avanza el proceso se inicia
una elongacion que conlleva el alargamiento
del canal axonematico, alcanzando valores de
2,5 um x 1,7 um e inicidandose una rotacién
sobre el mismo. (Fig.7).

Ya desde los primeros estadios de esta fase,
el canal intranuclear se alarga, ascendiendo
por €l el axonema recién formado, siendo pre-
cedido por unas vesiculas de origen descono-
cido, semejantes a los datos aportados por
Buckland Nicks et al., (1983) en Fusitriton
oregonensis. (Figs. 6,7, 19).

La Fase 1V viene caracterizada por la orga-
nizacion de la cromatina en ldminas (Figs. 8,
9, 10, 19) y el incremento de la rotacién nucle-
ar que hace adquirir a la cromatina disposicién
helicoidal. Al final de la misma, la longitud
nuclear alcanza 4,5 um.

En la Fase V la rotacién nuclear se incre-
menta ostensiblemente, lo que da lugar a la
progresiva fusion, por contacto, de las ldminas
de cromatina de manera similar a como se
describe en Cipangopaludina malleata
(Yasuzumi y Tanaka, 1958), Nucella, (Walker,
1969) Littorina (Buckland Nicks y Chia,
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1976) y Fusitriton oregonensis (Buckland
Nicks et al., 1983).

Los puntos de fusién aparecen primitiva-
mente en las zonas mas externas y mas inter-
nas del niicleo, es decir, en las zonas limitan-
tes con la membrana plasmadtica y el axonema,
aunque también se aprecian puntos de fusion
en las zonas intermedias (Fig.11). Conforme
avanza la condensacion cromatinica, las 1ami-
nas se disponen concéntricamente dando lugar
a imdgenes semejantes a las adoptadas por la
vaina de mielina (Amor, 1986). (Fig. 14)

La condensacién prosigue centrifuga y centri-
petamente a la vez, quedando al final sélo pe-
quefios puntos sin condensar, (Figs. 13, 14), cul-
minando finalmente en vainas de cromatina to-
talmente condensadas que continuan presentan-
do esta misma disposicion concéntrica (Fig.14).

El volumen nuclear a su vez también varia, ya
que esta rotacion sobre el eje axonematico viene
acompanada de un alargamiento y un estrecha-
miento nuclear. Asi, el nicleo que en el inicio
de la condensacién cromatinica presentaba un
didmetro superior a los 0,8 um no sobrepasa al
final valores superiores a 0,6 pm y su longitud,
que en el inicio de esta etapa es de 4,5 pum al fi-
nal de la misma alcanza valores de 5 pm.

En el espermatozoide maduro, como es ha-
bitual, la cromatina aparece totalmente con-
densada y con elevadisima electrodensidad,
(Figs. 14, 15, 16, 17, 18, 19), observdndose la
presencia de microtibulos perinucleares
(Fig.17).

Génesis de la pieza media

El condrioma, en el inicio de la Fase 1l puede
presentar todavia mitocondrias en forma de
“bastoncito” tipicas de los espermatocitos de
primer y segundo orden, que progresivamente
van adquiriendo formas redondeadas a la vez
que disminuye su tamafio, no alcanzando valo-
res superiores a 1 wm de didmetro, y, aunque no
hemos encontrado imdgenes de fragmentacion
mitocondrial, no descartamos esta posibilidad.

En el inicio de esta fase, ya existe un acimu-
lo de condrioma en la regién pericentriolar
(Figs. 2, 3, 19), aunque pueden detectarse al-
gunos agregados en otra drea.(Fig. 1)

Esta localizacién pericentriolar de las mito-
condrias hace pensar en un importante aporte
energético a fin de formar el axonema y el
acrosoma a partir del Complejo de Golgi.

En las siguientes fases, las mitocondrias
tienden a fusionarse originando unos cuerpos
mitocondriales a modo de “bandas” que rode-
an el axonema formando una hélice. Cada una
de estas “bandas” presenta forma triangular y
las crestas, muy cortas, se disponen perpendi-
cularmente al eje axonemadtico (Fig.9). La
“base” de este “triangulo” mide 0,4 pm distan-
do 0,08 um de la base nuclear. Con estas ca-
racteristicas hemos podido contar hasta 3 cuer-
pos mitocondriales.

En secciones transversales, estas “ban-
das”’presentan aspecto de “flor”,donde cada pé-
talo corresponderia a un “paso de rosca” dado
por las bandas mitocondriales (Fig.10).
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Fig. 15. Panordmica de un tubo seminifero donde se aprecian ntcleos de espermatidas en distintas fases
de condensacién (asterisco), piezas medias de las mismas (pm), y espermatozoides maduros (e). Puede
apreciarse la presencia de microtibulos adosados a las membranas plasmdticas y a los niicleos de los
ésprermatozoides (flecha). 19,782x

Fig. 16. Corte longitudinal del acrosoma de un espermatozoide maduro (a), ubicado en el dpice nuclear
(n). 37.333x

Fig. 17. Corte transversal de un nicleo de espermatozoide maduro, mostrando una serie de microtibulos
dispuestos periféricamente a €l. 71.399x.

Fig. 18. Espermatozoides maduros cortados a diversos niveles:n: nicleo, pm:pieza media, c1: cola a nivel
del tramo superior, ¢2: cola a nivel del tramo medio. Obsérvese la mayor electrodensidad de la pieza
media respecto a la pieza media de las espermitidas, asi como el diferente didmetro de la cola a los dos
niveles. Se pueden apreciar asimismo, microtdbulos adosados a las membranas plasmdtica y nuclear
(flecha). 11.333x.
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Fig. 19. Esquema de la evoluci6n de los orgdnulos celulares en la espermiogénesis tipica de Murex brandaris:
A: Fase II de la espermiogénesis B y C: Fase III D: Fases finales E: Espermatozoide maduro. a: axonema;
ac: acrosoma; co: cola; g: Complejo de Golgi; m: condrioma; n: niicleo; pm: pieza media
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En las iltimas fases de la espermiogénesis
(Fase V), la pieza media incrementa su rota-
¢ion a la vez que se estrecha, culminando en la
formacién del espermatozoide maduro.

Este proceso corresponde, a grandes rasgos,
no sélo al descrito en muchos Prosobranquios
(Yasuzumi y Tanaka, 1958, Gall, 1961,
Rousset Galangau, 1969, Buckland Nicks y
Chia, 1976, y Buckland Nicks et al., 1983),
sino también en algunos Pulmonados (Andre,
1962, Rousset Galangau, 1969), aunque en es-
tos ultimos se han hallado varios tipos de héli-
ces, hecho que no se presenta en Murex bran-
daris ni en el resto de los Prosobranquios estu-
diados. Es notorio hacer constar que la pieza
media de las espermdtidas se presenta total-
mente clara, (Fig.10), mientras que la del es-
permatozoide maduro es algo electrodensa.
(Fig. 18).

Flagelogénesis

Un centriolo tnico se visualiza en la base
del nicleo junto al canal intranuclear, en la
Fase 1I de la espermiogénesis, a diferencia de
las fases anteriores en que se observaba la tipi-
ca estructura de dos centriolos con disposicién
perpendicular, iniciando este centriolo la for-
macion del axonema (Figs. 2, 3, 19)

En la Fase III, el axonema asciende por el
canal intranuclear siendo precedido por unas
vesiculas de origen desconocido (Figs. 6, 7).

Por no poseer el mismo didmetro en toda su lon-
gitud, el canal intranuclear, que en su base mide
0,2-0,3 um, el axonema, de 0,1 pm de didmetro no
lo ocupa de una manera uniforme (Fig.7).

En la Fase IV, el axonema prosigue su as-
censo y al final de la misma alcanza el dpice
del canal intranuclear, que llena totalmente de-
bido al estrechamiento de éste en su base, po-
siblemente condicionado por el propio alarga-
miento del nicleo (Fig.12, 19).

En la zona basal, el axonema se halla rodea-
do por unas bandas mitocondriales, dando lu-
gar a la pieza media, (Figs.10, 18, 19) y en la
region distal forma la cola, que en el esperma-
tozoide maduro estd, en su parte proximal, ro-
deada de abundantes granulos de glucdgeno,
cuyo nimero decrece progresivamente hasta
llegar a desaprecer en la zona distal de la mis-
ma (Fig.18, 19).

Desde su formacion, el axonema presenta la
tipica férmula 9+2 (Figs. 10, 11, 12, 14, 15,
17, 18).

Imdgenes semejantes a la flagelogénesis de
Murex brandaris han sido descritas en
Ceritium, Turritella y Bittium (Schitz, 1920),
Viviparus (GALL, 1961), Columbella rustica
(Rousset Galangau, 1969), Littorina y
Fusitriton oregonensis (Buckland Nicks y
Chia, 1976, Buckland Nicks et al., 1983),
Obtortio fulva y un amplio grupo de
Mesogasterépodos (Healy, 1982).

Acrogénesis

El complejo de Golgi aparece inicialmente
ubicado en las proximidades de la invagina-
cion intranuclear y del condrioma (Fig.3, 19).

En esta fase, estd formado por 1-2 dictioso-
mas que comprenden un nimero muy variable
de cisternas muy curvadas (Fig.3).

Un cuerpo multivesicular formado en la fase
de espermatocito de primer orden, se condensa
y se mantiene unido a otra vesicula mds pe-
queia (Fig. 4).

Esta segunda vesicula se carga asimismo de
material electrodenso, formando una estructu-
ra que podemos considerar como el proacroso-
ma, donde la vesicula mayor, con forma de he-
rradura y rodeada por una doble membrana
originard el acrosoma propiamente dicho,
mientras la segunda vesicula dard lugar al per-
foratorium (Fig.5).

Esta segunda vesicula asciende junto al com-
plejo de Golgi hasta el dpice nuclear (Fase III)
y origina el acrosoma que inicialmente tiene
forma ovalada (Fase 1V). El complejo de
Golgi, reducido a un pequefio dictiosoma, pa-
rece alin activo y por tanto, contribuiria a la
formacion del acrosoma, migra a la base nucle-
ar acompafado a veces de un cuerpo multivesi-
cular que en las fases finales parece ser exoci-
tado a nivel de la pieza media (Fig. 11, 19).

Este acrosoma joven, cortado transversal-
mente, presenta una membrana bastante densa
que tanto exterior como interiormente, tiene
una superficie dentada. En su interior se apre-
cia un esbozo del perforaterium (Fig. 8). En
las fases finales, dicho acrosoma adopta forma
cénica, dando lugar al acrosoma definitivo
(Fig. 16) (Amor, 1987).
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Durante la espermiogénesis, la membrana
plasmatica no sufre grandes cambios. Cabe se-
fialar, sin embrago, que en los estadios inicia-
les y medios, se aprecian, al igual que sucedia
en las fases de espermatogonia y espermatoci-
to, puentes intercelulares que se cierran al aca-
bar el proceso (Figs. 3, 11, 13, 14, 15, 18).
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